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Лужна фосфатаза (ЕС 3.1.3.1), орто-

фосфат-моно-ефір фосфогідролаза (дефосфори-

лаза) відносяться до мембранно-зв’язаних гліко-

протеїнів та є показником фосфорно-кальцієвого 

обміну у клітині. За фізіологічного балансу клі-

тинних процесів фосфорилювання-дефосфори-

лювання лужна фосфатаза експресується на до-

сить низькому рівні. Варто відзначити, що в ор-

ганізмі людини 4 гени кодують відомі 4 типи 

ізоферментів лужної фосфатази, а саме: IALP 

(intestinal) – кишкова, PLALP (placental-like) – 

плацентарно-подібна, GALP (germinal) – гермі-

нальна, або ембріонально-подібна та TNSALP 

(tissue non-specific bone/kidney/liver) – тканинно-

неспецифічна, кісток, нирок та печінки [1, 2]. 

Для перших 3-х типів лужної фосфатази (киш-

кової, плацентарної та гермінальної) характерні 

висока гомологія на рівні білка (86–98 %) та 

експресія відповідних генів на одній хромосомі 

2 (2q34-37) на відміну від тканинно-неспе-

цифічної TNSALP з гомологією на рівні білка 

52–56 %, ген якої експресується на хромосомі 1 

(1p36.1-34) [3, 4]. Відомо, що лужна фосфатаза 

розглядається неспецифічним онкологічним ма-

ркером [5, 6], однак молекулярні особливості і 

механізм дії пухлинно-асоційованої лужної фо-

сфатази лишаються наразі мало з’ясованими. 

Зміна активності лужної фосфатази у лейкоци-

тах є характерною ознакою хроніної мієлоїдної 

лейкемії (ХМЛ). Наша увага сфокусована на 

вивченні молекулярних особливостей та механі-

зму дії лужної фосфатази в лейкемогенезі, а са-

ме у хворих на ХМЛ. 

 

Матеріали і методи 

У роботі використовували зразки перифе-

рійної крові хворих на ХМЛ (n=8) з Національ-

ного інституту раку. Первинну культуру крові 

від хворих на ХМЛ обробляли бутиратом натрію 

у концентрації 10 мМ при 37оС упродовж 24 го-

дин. Виділення тотальної РНК проводили за до-

помогою Три-реагенту (Sigma-Aldrich)) згідно з 

протоколом. Концентрацію зразків РНК вимі-

рювали на спектрофотометрі Nanodrop 2000 

(Termo Scientific, USA). Синтез кДНК проводи-

ли за концентрації РНК від 300 до 400 нг/mкл за 

стандартною методикою з використанням фер-

менту зворотної транскриптази. ЗТ-ПЛР у реа-

льному часі проводили за допомогою SYBR 

Green (BioLab) на ампліфікаторі CFX96 Real-

Time System (Bio-Rad) за використання дезокси-

олігонуклеотидних праймерів для дослідження 

рівня експресіі мРНК відповідних генів: IALP 

(forward – 5`-AAGGGCAGAAGAAGGACA 

AA-3`; reverse – 5`-GTCGTGTTGCACTGGTTA 

AAG-3`; G-CSFR (forward – 5′-ACAAGCCGCA 

GCGTGGAGAAG-3′; reverse – 5′-TTCTGAAG 

GCAGGTGGAAGGTG-3′. GAPDH – референт-

ний ген (forward – 5`-CGCTCTCTGCTCC 

TCCTGTT-3`; reverse – 5`-CCATGGTGTCTGAG 

CGATGT-3`. Бутират натрію, гістондеацетилаз-

ний інгібітор (HDACi), люб’язно синтезовано 

С. Тарнавським (ІМБіГ НАНУ). Кількісний ана-

ліз отриманих результатів проводили за форму-

лою 2
-ΔΔCT [7]. Aмплікони ALP оцінювали за до-

помогою електрофорезу в агарозному 2,5 % гелі 

за стандартних умов. 

 

Результати та обговорення 

У роботі досліджувалися три типи лужної 

фосфатази за використання відповідних прай-

мерів до тканинно-неспецифічної (TNAP), пла-

центарної (ALPP) та кишкової (ALPHI). Аналіз 

експресії мРНК відповідних генів за допомогою 

ЗТ-ПЛР у реальному часі показав, що у хворих 

на ХМЛ відповідні продукти їх експресії були 

надзвичайно низькими і майже не виявлялися, 

як показано на рисунку 1. Однак, натомість ки-

шкової лужної фосфатази, нами виявлено інтен-

сивний нетиповий амплікон за розміром 

410 п. н. (рис. 1).  

Після елюції з гелю та проведеного секви-

нування цього амплікону з використанням 

праймерів до кишкової лужної фосфатази, за 
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допомогою яких цей продукт був апліфікований, 

нами виявлено не кишковий, а гермінальний, 

ембріонально-подібний тип лужної фосфатази 

(GALP) у хворих на хронічну мієлоїдну лейке-

мію.. 

У порівнянні з справжньою поліцитемією, 

неонкологічною формою мієлопроліферативно-

го захворювання, рівень експресії цієї аберант-

ної гермінальної лужної фосфатази був значно 

нижчим від ХМЛ (рис. 2) 

 

 
                Mr        H2O          1           2            3 
Рис. 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації мРНК гена лужної фосфатази в ході real-time PCR за 

використанням праймерів до: 1 – PALP; 2 – TNSALP; 3 – IALP у хворого з прогресією на ХМЛ – бластний криз. 

 

 
               Mr         1           2           3           4           5 
Рис. 2. Електрофореграма продукту ампліфікації мРНК гена аберантної гермінальної лужної фосфатази 

(GALP) в ході real-time PCR у хворого на справжню поліцитемію: 1 – GAPDH; 2 – H2O; 3 – TNSALP;  

4, 5 – (GALP). 

 

Таким чином, з одного боку, виявлена на-

ми аберантна ембріонально-подібна форма луж-

ної фосфатази може, імовірно, поєднуватися з 

патогенезом мієлопроліферативних лейкемій. З 

іншого боку, підходи до її регуляції можуть ле-

жати в площині епігенетичних досліджень. Ва-

жливо те, що епігенетичні зміни є потенційно 

зворотними, оскільки не пов’язуються ні з гене-

тичними мутаціями, ні зі змінами в самій нук-

леотидній послідовності ДНК [8, 9]. Виходячи з 

цього, у подальших експериментальних дослі-

дженнях ми вивчали вплив епігенетичного регу-
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лятора, а саме гістондеацетилазного інгібітора 

(HDACi) бутирату натрію на рівень експресії 

ембріонально-подібної лужної фосфатази за 

умов культивування клітин периферійної крові 

від хворих на ХМЛ у присутності 10 мМ бути-

рату натрію упродовж 24 годин. Відомо, що по-

сттрансляційні модифікації гістонів регулюють 

рівень активності хроматину, тому є ключовими 

в регуляції генної експресії та ядерних процесів 

[10, 11]. Окрім того, гістондеацетилазні інгібіто-

ри відносяться до нових препаратів, що мають 

дозвіл на використання у лікуванні лейкемій та 

солідних пухлин [12], що стало передумовою їх 

використання у наших дослідженнях.  

На рисунку 3 представлені результати 

мРНК експресії гена аберрантної ALP у хворих 

на ХМЛ за умов культивування клітини перифе-

рійної крові з бутиратом натрію (10 мМ) при 

37оС упродовж 24 годин. 

Окрім того, нами показано, що така епіге-

нетична, за дії бутирату натрію, down-регуляція 

аберантної гермінальної лужної фосфатази 

(GALP) принципово поєднується з up-

регуляцією рецептора гранулоцит-колоній-

стимулюючого фактора (G-CSFR), що, імовірно, 

опосередковує активацію G-CSF сигналінгу, 

який асоціюється з гемопоетичною диферент-

ціацією клітин крові [13] (рис. 4). 

За результатами проведених досліджень 

нами показана одночасна епігенетична down-

регуляція аберантної GALP та up-регуляція  

G-CSFR у хворого на ХМЛ прогресію при дії 

бутирату натрію. Відомо, що обробка клітин  

K-562 бутиратом натрію призводить до дифе-

ренціювання бластних клітин [14]. Отримані 

результати можуть узагальнювати спрямовану 

дію бутирату натрію в активації G-CSF сигналі-

нгу гемопоетичної диференціації при патогенезі 

ХМЛ, що може мати подальшу можливість сиг-

нального регулювання патогенезу на рівні тера-

пії та лікування лейкемій. 

 
Рис. 3. Відносний рівень експресії мРНК гена аберантної гермінальної лужної фосфатази (GALP) у хво-

рих на ХМЛ (1-3) при обробці первинної культури клітин крові 10 мМ бутиратом натрію у порівнянні з контро-

лем – первинна культура без обробки бутиратом натрію. 

 
Рис. 4. Відносний рівень мРНК експресії гена аберантної гермінальної лужної фосфатази (GALP ) та гена 

рецептора гранулоцит-колоній-стимулюючого фактора (G-CSFR) у хворого на ХМЛ при культивуванні клітин 

периферійної крові з бутиратом натрію (10 мМ), 37оС упродовж 24 годин. 
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Висновки 

Показано, що при ХМЛ прогресії має міс-

це аберантна експресія мРНК гена лужної фос-

фатази, а саме зміна (переключення) кишкового 

типу лужної фосфатази на гермінальну, ембріо-

нально-подібну лужну фосфатазу за даними се-

квинування продукту ампліфікації у хворих на 

ХМЛ (n=8). Встановлена епігенетична регуляція 

та взаємозв’язок аберантного типу ALP у хворих 

на ХМЛ та рецептором гранулоцит-колоній-

стимулюючого фактора (G-CSFR) на рівні мРНК 

експресії при дії гістондеацетилазного інгібітора 

бутирату натрію (10мМ) на первинну культуру 

клітин крові хворих на ХМЛ. Показана одноча-

сна епігенетична down-регуляція аберантної 

GALP та up-регуляція G-CSFR у хворих на ХМЛ 

прогресію при дії бутирату натрію. Отримані 

результати можуть узагальнювати спрямовану 

дію бутирату натрію в активації G-CSF  

сигналінгу гемо поетичної диференціації при 

патогенезі ХМЛ.  
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FEATURES OF THE MOLECULAR EXPRESSION OF ALKALINE PHOSPHATASE GENE IN CHRONIC 

MYELOID LEUKEMIA 

Aim. To study expression of alkaline phosphatase gene in chronic myeloid leukemia. Methods. Short-term primary cell 

culture, real-time PCR. Results. We have investigated the aberrant expression type ALP in CML progression. We have 

found that the intestinal type ALP is switched to germinal type embrional-like ALP in the patients with clinical CML 

progression (n=8) resulted from the sequencing analyse. Moreover, we have shown the interconnected epigenetic regu-

lation of aberrant embrional-like type ALP and G-CSFR (granulocyte colony stimulation factor receptor) on the level of 

mRNA gene expression in CML patients under sodium butirate (HDACi) culture blood treatment (10 мМ). We have 

revealed simultaneously the epigenetic down-regulation mRNA gene expression of aberrant germinal GALP and up-

regulation of G-CSFR by sodium butirate in CML progression. Conclusions. On the data obtained have been concluded 

that sodium butirate targeted induces the hemopoietic differentiation blood cell potential in CML pathogenesis by the 

G-CSF signaling pathway activation. 

Keywords: CML, alkaline phosphatase, G-CSFR (granulocyte colony stimulation factor receptor), sodium butirate. 
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